








（１）長崎国際大学 薬学部 薬学科、２）神戸薬科大学 薬学部 薬学科、*連絡対応著者）
Challenges to Detect an Intracellular Localization of Zinc Ion by Zn２+ 
Responsive Fluorescent Probe, a Pyridine-Pyridone Derivative 
（Part １）
Hideaki FUJITA１）*, Ayaka NARAZAKI１）, Asaka OHKUBO１）, 
Yuki FUJII１）, Toshiyuki FUJIWARA１）, Masayori HAGIMORI２） 
and Yasuchika YAMAGUCHI１）
（１）Dept. of Pharmacy, Faculty of Pharmaceutical Sciences, Nagasaki International University, 
２）Kobe Pharmaceutical University, *Corresponding author）
Abstract
To detect the subcellular localization of labile zinc ions, we applied BpyNH２, a novel zinc 
responsive fluorescent probe that contains a unique pyridine-pyridone structure.　Because of a 
compact size and physicochemical characteristics of BpyNH２, it passes through a cellular membrane 
and reach to any intracellular compartments where labile zinc ions are concentrated.　In HeLa 
cells, BpyNH２ localized to the late endosomes and lysosomes as FluoZin３ AM, a known fluores- 
cent zinc probe, did.　In the presence of pyrithione, a zinc ionophore, the fluorescent signal of Fluo
Zin３ AM still retained in the late endosomes and lysosomes, suggesting that this probe only can detect 
zinc ions localized to the acidic compartments.　Intriguingly, in the presence of pyrithione, Bpy
NH２ detected the distribution of labile zinc ions to both the cytoplasm and nucleus.　We propose 
that BpyNH２ may have an unbiased subcellular localization property and thus, it can detect bona 
fide intracellular localization of zinc ions.
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HeLa 細胞を各種薬物で処理後、４　 ％ parafor- 
maldehyde で３０分固定後、０.０５％ saponin を含






オリンパス社 Fluoview  FV１０i を用いて行った。
実 験 結 果
BpyNH２ を用いた HeLa 細胞内遊離亜鉛の
検出
　HeLa 細胞を DMSO（Control）、BpyNH２























　次に BpyNH２と FluoZin３ AM により検出
される亜鉛の局在を同時に比較するため、HeLa 
細胞を BpyNH２ （１００  M）＋Pyrithione （１００ 

































　HeLa 細胞を DMSO（Control）、BpyNH２（１００ 









　HeLa 細胞を BpyNH２（１００  M）を含む培地で３０分培養、細胞を固定後、抗ヒト Lamp１ 抗体による免疫
染色、共焦点レーザー顕微鏡による観察を行った。BpyNH２ により、後期エンドソーム・リソソーム内の
遊離亜鉛が検出された。
　HeLa 細胞を BpyNH２（１００  M）＋Pyrithione（１００  M）を含む培地で３０分培養後、と同様の免疫染色
観察を行った。Pyrithione 存在下では、細胞質および核内の遊離亜鉛が検出された。　Bars＝１０  m
図６．BpyNH２と FluoZin３ AM の細胞内局在
　HeLa 細胞を BpyNH２（１００  M）＋Pyrithione
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